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应 用 Ilumina-MiSeq 高 通 量 测序 技术 分 析 脱 氧 雪 腐 镰刀 菌 烯 醇 对 小 鼠 肠 道 茵 和 群 的 影响 


HRE BEE WS MWEN 


(上 海 市 农业 科学 院 农产品 质量 标准 与 检测 技术 研究 所 ， 上 海 201403) 


摘 要 : 本 试验 由 在 研究 脱氧 雪 腐 锐 刀 菌 烯 醇 DON) 对 小 鼠 肠 道 微生物 多 样 性 、 物 种 丰 


度 的 影响 。 选 用 平均 体重 为 20 g 的 BALB/c 小 鼠 40 只 ， 随 机 分 成 对 照 组 〈 灌 胃 灭 菌 生理 盐水 ) 


和 DON 组 ( 灌 胃 1.8 mg/kg BW DON) ， 每 组 20 个 重复 ， 每 个 重复 1 只 小 鼠 ， 连 续 灌 服 28 d. 


试验 结束 后 ， 收 集 新 鲜 头 便 ， 每 组 随机 选取 3 份 , 用 Ilumina-MiSeq 高 通 量 测序 技术 分 析 微 生 


物 群 落 结构 和 组 成 的 变化 。 结 果 表 明 ，1) 与 对 照 组 相 比 ，DON 组 测序 数量 减少 (P 大 于 号 


0.05) 。 2) DON 组 降低 了 Alpha、Beta 多 样 性 , Shannon 指 数 较 对 照 组 显著 降低 CP 小 于 号 0.05 )。 


3) 在 门 水 平 ， 与 对 照 组 相 比 ，DON 组 显著 降低 了 Bacteroidetes 和 Deferribacteres 的 物种 丰 度 


iz 


(PANT 50.050 ， 显 著 提 高 了 Proteobacteria 的 物种 丰 度 〈P 小 于 号 0.05) 。 在 属 水 平 ， 与 对 


He ZH AR EEL, DON 4H T E KEIR T Parabacteroides. Rikenella. Algoriphagus. Mucispirillum, 


Methylophilus. Francisella #4 (P/)¥ 50.05), 显著 提高 了 Clostridium、 Robinsoniella, 


Allobaculum、Akkermansia 的 物种 丰 度 〈(P 小 于 号 0.05) . 4) 聚 类 分 析 显 示 ，DON 组 与 对 照 


组 的 肠 道 微生物 相似 性 降低 。 由 此 可 见 ，DON 能 显著 影响 小 鼠 肠 道 微生物 菌 群 多 样 性 及 物 


种 丰 度 ， 提 示 DON 致 肠 道 损伤 与 这 些 肠 道 菌 群 的 变化 密切 相关 。 


关键 词 : 高 通 量 测序 ， 脱 氧 雪 腐 镰刀 戎 烯 醇 ， 肠 道 微 生物 


中 图 分 类 号 : $811.6 


脱氧 雪 腐 镰刀 菌 烯 醇 〈deoxynivalenoLJDON ) HREJ (Fusarium graminearum, 


收 稿 日 期 ， 2016-07-21 

基金 项 目 : 上 海 市 农 委 科技 兴 农 重点 攻关 项 目 [ 沪 农 科 攻 字 (2013) 5853-8 7]: 上 海 市 农 委 青年 人 才 成 长 计 
划 [ 沪 农 青 字 (2015) 第 1-33 号 ] 
作者 简介 : ARE (1980) ， 女 ， 山 西 清 徐 人 人， 博士 ， 研 究 方向 为 真菌 毒素 毒 理 学 。E-mail: 
yangjunhua303@ 126.com 


m fos 


# 通 信 作 者 : EX, DIE, E-mail: zhao9912G hotmail.com 


vet EHH] I | 


chinaXiv:201711.01515v1 


Fusarium culmorum ) 等 在 适宜 的 温度 和 湿度 条 件 下 产生 的 次 级 


代谢 


玉米 为 基础 的 食物 和 饲料 中 叫 。 研 究 指 出 , DON 毒 性 虽 低 于 其 他 真菌 毒素 , 但 由 于 污染 普遍 、 
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产物 中, 主要 存在 以 小 麦 、 


FER, OAR AAA CEES), RAK DEAR. HA 


TI 


、 腹 痛 、 腹 泻 、 发 烧 、 站 


立 不 稳 和 反应 迟钝 等 症状 , 长 期 暴露 易 导 致 肠 道 功 能 紊乱 、 生 长 缓慢 、 免 疫 和 神经 系统 损伤 、 


休克 死亡 等 ， 给 畜牧 业 造 成 巨大 经 济 损失 。 


肠 道 作为 机 体 与 外 界 物质 接触 的 第 一 道 屏障 ， 不 仅 可 以 阻止 异型 生物 质 如 饲料 蛋白 质 、 


天 然 毒 素 、 微 生物 以 及 真菌 毒素 等 的 入 侵 , 同时 也 极 易 成 为 外 源 性 物质 的 攻击 靶 标 。 近年 来 ， 


许多 研究 都 集中 在 DON 对 肠 道 功能 的 影响 ， 发 现 DON 可 损伤 肠 道 颖 膜 、 破 坏 肠 道 屏障 各 


胞 紧密 连接 、 引 起 肠 道 炎 症 、 降 低 肠 道 免疫 应 答 、 阻 碍 营养 物质 吸收 等 71。 


肠 道 菌 群 作为 肠 道 重要 的 组 成 部 分 , 被 誉 为 是 机 体 自身 的 黑车 


子 ,其 一 切 的 生命 活动 和 


代谢 情况 ， 如 屏障 功能 、 营 养 作用 、 和 免疫 应 答 等 都 与 健康 密切 相关 四。 然而 ， 目 前 DON 对 肠 


道 微生物 的 影响 国内 外 研究 鲜 有 报道 。 体 外 试验 表明 ，DON 不 影响 金黄 色 和 葡萄 球菌 、 大 上 肠 


杆菌 和 结肠 炎 耶 尔 森 杆菌 的 生长 ， 只 对 链球 菌 有 抑制 作用 外 。Waché 等 (9 研究 表明 ， 给 猪 饲 


喂 DON 污 染 的 饲 粮 可 增加 厌 氧 靖 的 数量 , 降低 厌 氧 性 亚 硫 酸 盐 还 原 菌 的 数量 ; Saint-Cyr 


研究 发 现 ， 小 鼠 灌 胃 DON 可 显著 降 低 姜 便 中 大 肠 杆 瑚 的 数量 。 但 这 些 研 究 主要 基于 体外 增 


养 法 、 毛细管 电泳- 单 链 构象 多 态 性 (CE-SSCP) 法 和 荧光 定量 PCR 法 ， 并 不 能 充分 反映 DON 


对 肠 道 菌 群 的 作用 ， 只 局 限于 一 定 丰 度 细 戎 或 特定 微生物 ， 对 未 知 微生物 均 未 涉及 。 因 此 ， 


本 研究 选择 高 通 量 数据 、 高 检测 深度 和 高 准确 率 的 宏基 因 组 测序 技术 , 结合 生物 信息 学 分 析 


技术 ， 则 在 定性 、 定 量 地 研究 DON 对 小 鼠 肠 道 结 构 组 成 、 梢 群 多 样 性 和 丰 度 等 各 方面 的 影 


响 ， 探 索 DON 致 肠 道 炎症 、 损 伤 以 及 营养 物质 吸收 障碍 的 作 上 月 


Hos 


H 


|， 筛选 肠 道 暴露 DON 的 


敏感 菌 群 和 微生物 标志 物 ， 为 饲料 中 真菌 毒素 污染 安全 评价 探索 新 的 路 径 和 方法 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试验 材料 与 仪器 
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DON 标 准 品 :粉末 状 ， 纯 度 >299% (Pribolab, Singapore) ， 购 自 北 京 普 华 仁 生 物 技术 开 


发 有 限 公 司 ， 以 高 压 灭 菌 水 稀释 。 辩 便 DNA 提 取 试 剂 盒 、2xTaq PCR Master Mix 购 自 天 根 生 


化 科技 (北京 ) 有 限 公司 。 


主要 仪器 : Ilumina-MiSeq DNA 测 序 仪 (Tllumina, 美国 ) 、 紫 外 分 光 光 度 计 (Shimadzu, 


AX) 、Sorvall 高 速 离心 机 (Thermo, Æ) 、PCR 仪 (Bio-Red， 美 国 ) 、 凝 胶 成 像 系统 


(Bio-Red， 美 国 ) 。 


12 ”试验 动物 与 饲养 管理 


BALB/c 小 鼠 40 只 ，6 周 龄 ， 体 重 18 一 22 g， 无 特定 病原 体 (SPF) 级 ， 购 自 复 旦 大 学 实 


验 动 物 科 学 部 。 室 温 维持 (2342) "CC， 相 对 湿度 为 40% 一 70 双 ， 光 照 周期 12 hp， 自由 饮水 和 


N 


采 食 ， 提 供 高 压 灭 菌 蒸 饮水 和 经 1.$ 一 2.3 Mrad&t-6088 5 E er AUT, ER LJ] 


1.3 ”试验 方法 


1.3.1 试验 设计 


将 40 只 小 鼠 随 机 分 成 2 组 , 每 组 20 个 重复 , 每 个 重复 1 只 小 鼠 , 分 党 饲养 在 无 菌 隔离 器 中 。 


分 为 对 照 组 〈 灌 胃 灭 菌 生理 盐水 ) 和 DON 组 〈 灌 上 胃 1.8 mg/kg BW DON) ， 试 验 剂 量 设 计 参 


考 DON 对 BALB/c 小 鼠 的 急性 、 亚 急性 毒性 结果 05， 每 只 小 鼠 每 天 每 次 灌 骨 0.2 mL， 试 验 持 


4:28 d. 


1.53.0 ”样品 采集 


试验 结束 后 ， 固 定 小 鼠 ， 将 其 尾部 提起 ， 用 手指 轻 轻 按压 小 鼠 下 腹部 ， 采 集 新 鲜 凑 便 


pu 
m 


置 于 1.5 mL 高 压 灭 戎 离心 管 中 ，-80 CC 超低温 冰箱 保存 。 


1.3.3” 北 便 DNA 的 提取 及 质量 检测 


每 组 分 别 选取 3 份 盖 便 样 品 ， 每 份 准确 称 取 0.2 g 置 于 2 mL aba, RAE DNA 


提取 试剂 盒 提取 盲肠 内 容 物 DNA， 紫 外 分 光 光 度 计 测 定 DNA 浓度 ，0.8%% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 


检测 纯度 ， 后 将 DNA 样品 送 上 海派 生 诺 生物 科技 股份 有 限 公司 测序 分 析 。 


1.3.4. Illumina-MiSeq 宏基 因 组 测序 


1.3.4.1 16S rDNA V4 区 PCR 反应 
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根据 16S rDNA 基因 的 V4 区 保守 序列 设计 通用 引物 : b 3e 5| WA 


5-AYTGGGYDTAAAGNG-3, Tits 47j5-TACNVGGGTATCTAATCC-3'. HKI BEANS A 


同 的 样本 ， 在 通用 引物 的 上 游 序 列 前 随机 添加 7 个 核 昔 酸 碱 基 的 序列 标签 ， 即 Barcoded-tag， 


形成 Barcoded 融 合 引物 。PCR 反 应 体系 为 : Loading Buffer (10x) 2.5 uL, dNTP 2 uL, DNAKE 


板 1 naL， 上 游 引 物 1 nyL， 下 游 引 物 1 nL，DNA 合 成 酶 0.125 uL, ddH2O 17.375 uL. PCRM 


条 件 为 : 94 '‘C 预 变性 5 min; 94 CC 变性 30 s, 50 CC 退火 30 s，72 “CHETH30 s，25 个 循环 ; 


72 CC 延伸 7 min, 4 CC 保 存 。 产 物 用 2% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 ， 目 标 条 带 用 DNA 切 胶 回收 试 


剂 盒 进 行 回收 ， 得 纯化 样本 ， 并 用 BioTek 酶 标 仪 测定 各 样本 浓度 并 定量 。 


1.3.4.2” 富 集 并 扩 增 DNA 文 库 


每 个 样品 DNA 等 量 混 合 ， 采 用 标准 的 lumina TruSeq DNA 文库 制备 试验 流程 构建 所 


tr 


需 的 宏基 因 组 上 机 文库 ， 并 在 iumina-MiSeq 个 人 基因 组 分 析 平 台 上 进行 Barcoded Ilumina 


Miseq 测序 , 采用 PE250 测序 策略 。 试 验 流 程 为 : 通过 


3"5' 核 酸 外 切 酶 及 聚合 酶 的 共同 作用 


~ 


修复 带 有 突出 末端 的 DNA 片段 ， 在 修复 平整 的 DNA 片段 3 末端 引入 单 碱 基 A, BELAY 3 


末端 含有 单 碱 基 T， 从 而 保证 DNA 片段 和 接头 能 通 


地 富 集 两 端 连 有 接头 的 DNA 片段 ， 同 时 扩 增 DNA 文库 。 


1.3.4.3 ”验证 文库 、 上 机 测序 


利用 Pico Green 和 效 光 分 光 光 度 计 定量 文库 ， 多 样品 DNA 文库 均一 化 至 10 nmol/L 后 


过 A 和 T 配 对 连接 。 利 用 PCR 选择 性 


等 体积 混合 ， 并 逐步 稀释 定量 至 4~5 pmol/L 后 上 机 测序 。 


L4 统计 分 析 


1.4.1 测序 基本 数据 处 理 


对 经 过 双 端 Cpair-end) 测序 的 数据 进行 质量 


控制 ， 


截断 或 舍弃 低 质 量 序列 (50 个 连续 


碱 基 平 均 质 量 大 于 号 Q30， 不 允许 有 N) 。 用 软件 Flash ERIS isl] FE Fl. FETC 


法 连接 的 序列 。 对 选择 通过 的 序列 进行 过 滤 ， 过 滤 原 则 为 :舍弃 碱 基 长 度 在 200~1 000 之 


外 的 、 含 有 模糊 碱 基 的 、 含 有 错 配 碱 基 的 、 连 续 相同 碱 基 大 于 号 6， 模 糊 碱 基 大 于 号 1 BUT 


列 ， 获 得 最 终 用 于 分 析 的 序列 。 


14.2 ”生物 分 类 及 统计 分 析 


点 用 Qiime 分 析 软 件 ， 根 据 序 列 的 相似 度 ， 将 序列 归 为 多 个 操作 分 类 单元 (operational 


taxonomic unit, OTU). Qiime 调用 Uclust 对 序列 进行 聚 类 ， 选 取 每 个 类 最 长 的 序列 为 代表 序 


列 。 采 用 RDP-classifier， 以 RDP 数据 库 的 序列 为 训练 集 ， 对 OTU 代表 序列 进行 注释 。 


物种 丰 度 按 属 层次 进行 归 类 计算 ， 先 对 物种 丰 度 进行 log2 转换 ， 接 着 再 将 转换 后 的 数 


值 与 单 样品 丰 度 平均 值 之 差 除 以 单 样品 丰 度 标准 差 , 完成 数据 标准 化 ,将 数据 导入 SPSS 19, 


N 


采用 方差 分 析 ANOVA )、t 检 验 和 LSD 多 重 比较 法 进行 统计 分 析 ，P<<0.05 为 存在 显著 性 


2 结果 与 分 析 


2.1 DON 对 小 鼠 肠 道 微生物 测序 数据 的 影响 


K 1 结果 显示 ， 经 过 16S rDNA VA 区 的 Illumina Miseq 双 端 测序 ， 对 照 组 和 DON 组 


分 别 获 得 有 效 序列 86 146.23 和 84 594.98 条 ， 其 中 优质 序列 分 别 为 85 843.64 和 84 305.31 


Eni 


2, DON 组 较 对 照 组 检测 序列 减少 ， 但 统计 学 差异 不 显著 P 大 于 号 0.05) 。 反 映 97% 相 


似 度 下 样品 取样 深度 的 稀释 曲线 见 图 1， 每 个 样品 均 在 80 000 条 左右 ， 表 明 取 样 深度 一 致 。 


所 测序 列 长 度 集中 在 178—268 bp 之 间 ， 平 均 长 度 为 226 bp， 见 图 2。 


AY 小 鼠 头 便 样本 测序 数量 分 析 


Table 1 Analysis of sequencing quantities for fecal samples of mice 条 


JE Items 对 照 组 Control group DON 组 DON group PH P-value 
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chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


有 效 序列 
86 146.23+11 856.48 84 594.987 317.08 0.78 
Effective sequences 
优质 序列 
85 843.64+11 831.43 84 305.3147 321.11 0.84 
High quality sequences 


同行 数据 肩 标 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<0.05) ， 相 同 或 无 字母 表示 差异 不 显著 
(PATS 0.05) 。 下 表 同 。 
In the same row, values with different small letter superscripts mean significant difference 
(P<0.05), while with the same or no letter superscripts mean no significant difference (P 大 于 号 


0.05). The same as below. 


Rarefaction measure: 
observed_species 


稀释 曲线 : 观察 物种 数量 


0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000 


每 个 样本 测序 数量 


Sequences per sample 


Cl. C2. C3 为 对 照 组 样本 1、2、3; Tl, T2. T3 为 DON 组 样本 1、2、3。 下 图 同 。 


C1, C2, C3 indicates the sample 1, sample 2 and sample 3 in control group; T1, T2, T3 indicates the sample 1, 


sample 2 and sample 3 in DON group. The same as below. 


图 1 小 鼠 头 便 样本 测序 序列 稀释 曲线 〈 相 似 度 : 9796) 


Fig.l Rarefaction curve of sequenced reads in feces of mice (similarity: 97%) 
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x10000 


测序 数量 


Number of reads 


178 188 198 208 218 228 238 249 259 


长 度 分 布 
Length distribution 


图 2 测序 序列 长 度 分 布 
Fig.2 Length distribution of sequenced reads 


2.2 小 鼠 肠 道 微生物 丰 度 分 布 曲线 图 


对 各 样本 的 OTU 丰 度 大 小 排序 ， 取 log2 的 对 数值 作 丰 度 分 布 


Lr 


发 现 对 照 组 和 DON 组 样本 中 物种 分 布 均 匀 ， 可 用 于 多 样 性 分 析 。 


线 图 


—C1 —C2 —C3 —T1 —T2 —T3 


相对 丰 度 


The relative abundance 
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, 见 图 3, 结果 


1 701 1401 2101 2801 3501 4201 4901 5601 6301 7001 


图 3 DRAE mA OTU 丰 度 曲线 图 


Fig.3 Curves of OTU abundance in fecal samples of mice 


2.3 DON 对 小 鼠 肠 道 微 生物 菌 群 Alpha 多 样 性 的 影响 
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将 2 组 样品 所 有 序列 按 97% 的 相似 度 进行 OTU 聚 类 , 利用 程序 运算 得 到 评价 微生物 Alpha 


多 样 性 丰 度 和 均 度 的 Shannon 指 数 ， 见 图 4。 结 果 发 现 ，DON 组 Shannon 指 数 降低 ， 与 对 照 组 


相 比 差异 显著 〈P 小 于 号 0.05 )。 


Shannon Index 


Control DON 


* 表 示 与 对 照 组 相 比 差异 显著 (P 小 于 号 0.05) 。 


* indicates significant difference compared with control groups (P 小 于 号 0.05). 


图 4 DON 处 理 后 肠 道 微 生物 菌 群 的 Shannon 指 数 变 化 


Fig.4 Change of Shannon diversity indexes of intestinal microbes exposed to DON 


2.4DON 对 小 鼠 肠 道 微生物 菌 群 Beta 多 样 性 的 影响 


Beta 多 样 性 是 不 同 生态 系统 之 间 多 样 性 的 比较 , 古物 种 组 成 沿 环境 梯度 或 在 群落 间 的 变 


化 率 ， 用 来 表示 生物 种 类 对 环境 异 质 性 的 反应 。 经 主 坐 标 分 析 (principal co-ordinates 


analysis,PCoA) 方 法 分 析 ， 见 图 5， 结 果 显 示 DON 组 与 对 照 组 能 显著 区 分 ， 并 且 菌 群 结构 ( 蓝 


ED 分 布 紧凑 、 相 似 度 高 ， 多 样 性 较 对 照 组 降低 。 


PC2(22%) e e DON4A 
e 对 照 组 
. e 
PC3(20%) 
® 


PC1(24%) 


201711.01515v1 


chinaXiv 


ChinaXiv& fERBTIJ 


图 5 DON 处 理 后 肠 道 微生物 Beta 多 样 性 变化 
Fig.5 Change of beta diversity of intestinal microbes exposed to DON 
2.5 物种 丰 度 差异 性 分 析 
为 探讨 DON 对 肠 道 微生物 群落 结构 和 组 成 的 影响 ， 在 门 和 属 2 个 层次 上 对 同类 的 OTU 进 
行 聚 类 比较 研究 。 表 2 和 图 4 结果 显示 ， 在 门 水 平 上 ， 拟 杆菌 门 GBacteroidetes) 的 物种 丰 度 
与 对 照 组 相 比 显著 降低 (P 小 于 号 0.05), 在 总 群落 中 的 占 比 由 45.01% 降 低 到 35.25%; 脱 铁杆 
fil] ‘Deferribacteres〉 的 物种 丰 度 与 对 照 组 相 比 也 显著 降低 (P 小 于 号 0.05)， 占 比 由 0.76% 


降低 到 0.39%。 软 壁 菌 门 (Tenericutes〉 的 物种 丰 度 也 呈 降 低 趋势 ， 与 对 照 组 相 比 差异 不 显 


著 〈P 大 于 号 0.05)。 变 形 菌 门 (Proteobacteria) 的 物种 丰 度 与 对 照 组 相 比 显著 提高 〈P 小 于 


50.05), ci btHH6.66% HE 28.78%. Petal] CVerrucomicrobia) 的 物种 丰 度 则 呈 上 升 趋 


势 ， 与 对 照 组 相 比 差异 不 显著 〈(P 大 于 号 0.09)。 对 照 组 厚 壁 菌 门 (Firmicutes) 在 总 群落 中 


的 占 比 为 43.05%，DON 组 Firmicutes 的 占 比 则 上 升 到 50.41%， 但 物种 丰 度 统计 学 差异 不 显著 


(P 大 于 号 0.05)。 


aaa 
Actinobacteria 
旦 拟 杆菌 门 
Bacteroidetes 
摆脱 铁杆 菌 门 
Deferribacteres 
up BI 
Euryarchaeota 
u EE ERI] 
Firmicutes 
量变 形 菌 门 
Proteobacteria 
a REET] 
Tenericutes 

u TM7I] TM7 


日 疣 微 菌 门 


Verrucomicrobia 


CON DON 


图 4 在 门 水 平 上 类 便 微生物 分 布 饼 状 图 


Fig.4 The pie chart of intestinal microbes distributed on phylum level 


表 2 上 肠 道 微生物 丰 度 在 门 水 平 的 显著 性 分 析 
Table 2 Phylum level significance analysis of intestinal microbes 条 
相对 倍数 变化 
门 对 照 组 DON 组 Relative fold P 值 
Phylum Control group DON group change/[Log(C/T,2)] P-value 

拟 杆 菌 门 

33 534.20+8 510.693 28 922.44+1 495.53^ 0.213 0.01 
Bacteroidetes 
脱 铁杆 菌 门 
555.45+46.06° 378.73495.61> 0.553 0.02 
Deferribacteres 

变形 菌 站 

5 294.64+587.99> 6 441.51+841.95 0.283 0.01 
Proteobacteria 

scii] 

234.10+80.28 148.46+16.54 0.657 0.07 
Tenericutes 

疣 微 菌 门 

680.95+35.77 2 472.37+474.48 -1.860 0.06 
Verrucomicrobia 


C 为 对 照 组 ，T 为 DON 组 。 下 表 同 。 


C represents the control group, T represents the DON group. The same as below. 


表 3 结果 


C Parabacteroides ). 到 


(Methylophilus ), Francisella 的 物种 了 


nta 


显示 ， 在 属 的 水 平 上 ， 与 对 照 组 相 比 ， 


DON 组 显著 降低 了 副 类 杆菌 属 


属 (Rikenella)、Algoriphagus、Mucispirillum、 嗜 甲 基 菌 属 


ERE CP 小 于 号 0.05), SE e EJE (Clostridium). 


Robinsoniella. Allobaculum, Akkermansia 的 物种 丰 度 CP 小 于 号 0.05)。 同 时 ，DON 组 还 影 


响 了 短 杆菌 属 (Brevibacterium)、 凑 球菌 属 CCoprococcus). Kordiimonas. Pusillimonasy JK 


氧 原 体 属 (Anaeroplasma) 的 物种 丰 度 ， 但 与 对 照 组 相 比 差异 不 显著 CP 大 于 号 0.05). 


此 外 ,图 6 呈现 了 上 肠 道 微生物 菌 群 在 属 水 平 的 物种 间 相 似 性 聚 类 关系 (heatmap)， 结 果 


表明 DON 组 小 鼠 肠 道 微生物 结构 发 生 改 变 ， 与 对 照 组 相似 性 差异 显著 ， 与 表 3 结果 一 致 。 


X3 肠 道 微 生物 在 属 水 平 的 物种 丰 度 显著 性 分 析 


Table 3 Genus level significance analysis of intestinal microbes 条 
相对 倍数 变化 
属 对 照 组 DON 组 Relative fold P fH 
Genus Control group DON group change/[Log(C/T,2)] P-value 


短 杆 菌 属 


0.63+0.56 1.25+0.48 -0.976 0.09 
Brevibacterium 
副 类 杆菌 属 
1 806.26:-607.93? 937.05+281.09> 0.946 0.03 


Parabacteroides 


文 肯 菌 属 
550.72390.21* 323.72414.15> 0.766 «0.01 
Rikenella 
Algoriphagus 3.90+1.618 1.30+1.08° 1.584 0.04 
Mucispirillum 555.45+46.068 378.73+95.61° 0.552 0.03 
0.01+0.00° 1.41+0.692 -10.468 0.03 
Clostridium 
JER AIR 0.36+0.14 0.83+0.09 -1.171 0.09 


Coprococcus 


Robinsoniella 121.38+60.49> 390.963230.81* -1.687 0.04 
Allobaculum 0.92t1.61^ 3.0122.64? -1.079 0.04 
Kordiimonas 2.28+1.06 3.26+1.77 -0.511 0.08 
Pusillimonas 0.01+0.00 0.82+0.09 -1.232 0.08 
嗜 甲 基 菌 属 
26.70+8.56 18.78+1.72 0.507 0.05 
Methylophilus 
Francisella 1.01+0.13* 0.33+0.00° 1.585 0.01 
大 氧 原 体 属 
233.38+80.52 148.22+66.54 0.655 0.09 
Anaeroplasma 
Akkermansia 650.57+239.46° 2 446.5541 277.54? -1.911 0.05 


ný SE Bi Jj Methylophilus 1.5 
IIS BE Petrimonas 1 
Algoriphagus/& Algoriphagus 0.5 
Odoribacter/Bl Odoribacter 0 
EEA ISI Bi Parabacteroides 05 
XH Bi BiRikenella 

JE BA PGI; i i Francisella 
Mucispirillum /§ Mucispirillum 
厌 所 原 体 属 Anaeroplasma 

3L B Vibrio 

A ft fF IBI Bi Carnobacterium 
TUE TRET BIB Brevibacterium 


Akkermansia/BAkkermansia 


Robinsoniella/ Robinsoniella 
P 6) #4 Hd BA [RE Pusillimonas 
Larkinella/ Larkinella 
Allobaculum/§Allobaculum 


Kordiimonas/¥Kordiimonas 


物种 间 相 似 性 树 状 图 
Similarity tree of species 


ZEFR Bi Bi Coprococcus 
fiU Sj SR iB Staphylococcus 
AFF Ii B Erythrobacter 
#2 ili Bi Clostridium 
T3 T2 TL C3 C2 C1 
样本 间 聚 类 关系 树 


The dendrogram relationship of samples 


图 6 DON 处 理 后 肠 道 微生物 结构 区 系 图 的 变化 


Fig.6 Change of bacterial distribution of intestinal microbes exposed to DON 
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动物 肠 道 中 栖 居 着 大 量 的 微生物 阔 群 , 不 仪 与 宿主 机 体 之 间 保 持 着 一 种 动态 平衡 , 不 同 


落 群 之 间 也 存在 着 一 定 的 比例 关系 。 菌 群 的 稳 态 对 维持 机 体 生 长 发 育 、 营 养 消化 吸收 、 免 疫 


持 抗 等 生理 功能 都 具有 重要 的 影响 (39。 本 试验 应 用 Iumina-MiSeq 高 通 量 测序 技术 ， 突 破 传 


统 的 培养 方法 和 以 16S TDNA 为 基础 的 分 子 生 物 学 方法 ， 可 产生 覆盖 广 、 深 度 深 的 测序 数据 ， 


并 通过 比 对 或 聚 类 分 析 ， 判 定 微生物 群落 物种 组 成 的 变化 ， 同 时 挖掘 低 丰 度 或 未 知 的 细菌 ， 


能 更 加 全 面 、 准 确 地 获得 敏感 苗 群 信息 ， 对 准确 判定 DON 对 肠 道 微生物 毒性 作用 具有 重要 


— 意义 

加 3.1 DON 对 肠 道 菌 群 多 样 性 的 影响 

= 肠 道 微生物 多 样 性 是 促进 营养 物质 吸收 、 维 持 机 体 免疫 和 新 陈 代谢 的 基础 ， 多 样 性 降低 
一 极 易 对 宿主 免疫 产生 影响 ， 进 而 影响 健康 al。 本 研究 指出 ， 灌 胃 DON 后 小 鼠 肠 道 微生物 测 


序数 量 2 组 之 间 没 有 显著 差异 ， 但 DON 组 的 有 效 序列 和 优质 序列 均 较 对 照 组 降低 ， 说 明 肠 道 


微生物 的 种 类 有 所 减少 。 此 外 ，DON 组 反映 Alpha 多 样 性 丰 度 和 均 度 的 Shannon 指 数 显著 降 


低 ，PCoA 方 法 分 析 Beta 多 样 性 发 现 DON 组 菌 群 结构 分 布 紧 次， 多 样 性 降低 。 但 WachE 等 00 


= 和 Piotrowska 等 09 的 研究 表明 ， 饲 粮 添加 DON 处 理 不 影响 猪 肠 道 菌 群 的 丰 度 和 多 样 性 ， 不 同 


的 结果 可 能 是 由 于 检测 方法 、DON 添 加 剂量 和 动物 的 种 属 等 差异 引起 的 。 课 题 组 前 期 研究 


指出 灌 角 DON 后 ， 上 肠 道 氨基 酸 、 矿 物 元 素 等 营养 物质 的 表 观 消化 率 降低 ， 小 鼠 体 重 减 轻 ， 


免疫 机 能 下 降 03， 推 测 与 DON 致 小 鼠 肠 道 微生物 多 样 性 降低 有 关 。 


3.2 DON 对 肠 道 微生物 菌 群 结构 和 物种 丰 度 的 影响 


本 研究 通过 Tllumina-MiSeq 测 序 技术 检测 小 鼠 凑 便 中 微生物 菌 群 结构 和 组 成 的 变化 ， 结 


果 显 示 DON 处 理 后 小 鼠 肠 道 微 生物 物种 丰 度 发 生 显著 变化 ， 并 呈现 一 定 的 规律 性 。 人 类 肠 


道中 的 优势 菌 群 分 别 为 Bacteroidetes 和 Firmicute， 在 肠 道 菌 群 所 占 的 比例 约 90 驳 以上， 小 鼠 


肠 道 2 个 菌 门 的 占 比 为 83%06， 本 试验 中 小 鼠 肠 道 Bacteroidetes 和 Firmicutes 菌 门 占 80% 以 上 ， 


Chinay nM" HH FII 
ChinaX iv& FEKT! 


DON 处 理 后 2 个 优势 菌 门 的 总 占 比 没有 变化 ， 但 Bacteroidetes 的 物种 丰 度 较 对 照 组 显著 降低 。 


Bacteroidetes 是 一 类 具有 促进 碳水 化 合 物 发 酵 ， 参 与 糖 类 、 胆 汁 酸 和 类 固 醇 代谢 等 功能 的 兰 


群 史 ，Wang 等 0 给 大 鼠 灌 胃 黄 曲 震 毒 素 Bi 能 显著 抑制 肠 道中 Bacxeroideres 相 关 菌 群 丰 度 ， 


在 肠 道 炎症 或 溃疡 时 Bacteroidetes 的 物种 丰 度 也 显著 降低 09， 与 本 研究 结果 一 致 。 此 外 ， 


Deferribacteres 的 物种 丰 度 降低 ，Proteobacteria 的 物种 丰 度 提高 。 高 脂肪 饲 粮 诱 导 的 非 酒 精 性 


脂肪 肝 模 型 小 鼠 ，Proteobacteria 的 物种 丰 度 也 增加 ， 反 映 肠 秋 膜 完 整 性 的 紧密 连接 蛋白 


occludin 表 达 降 低 ， 提 示 肠 道 损伤 发 生 C。 纤 合 这 些 结果 表明 DON 可 能 与 黄 曲 霉 毒素 、 高 脂 


饲 粮 一 样 可 引起 肠 道 菌 群 丰 度 发 生 改变 ， 进 而 诱导 肠 道 炎症 ， 引 发 肠 道 损伤 。 


在 属 的 水 平 ,与 对 照 组 相 比 ,DON 组 显著 降低 了 Parabacteroides、Rikenella、Algoriphagus、 


Maucispirillum、Methylophilus、Francisella 的 物种 丰 度 。 多 有 研究 指出 ， 这 些 菌 属 物种 丰 度 的 


降低 与 肠 道 疾病 密切 相关 。Noor 等 上 指出 溃疡 性 结肠 炎 患 者 比 正 常人 的 盖 便 微生物 中 


Parabacteroides 菌 属 表 达 水 平 较 低 ， 并 推测 此 菌 属 的 缺失 可 能 与 肠 道 炎 症 有 关 。 目 前 肠 道 中 


Rikenella 的 作用 还 没有 明确 , 但 有 研究 指出 Rikenellaceae 是 肠 道 内 具有 保护 性 功能 的 菌 群 32， 


本 试验 Rikenella 的 物种 丰 度 显著 降低 ， 提 示 DON 有 抑制 肠 道 有 益 菌 的 作用 。Mucispirillum 作 


为 肠 道 细菌 群落 标志 物 ， 在 肠炎 早期 或 抗生素 应 用 时 丰 度 显著 降低 YI， 与 本 试验 DON 使 肠 


道 Mucispirillum 的 物种 丰 度 降低 结果 相同 。 推 测 ， 小 鼠 灌 胃 DON 可 使 肠 道 Parabacteroides 和 


Mucispirillum 炎 症 敏感 菌 群 以 及 有 益 菌 Rikenella 的 物种 丰 度 降低 ， 进 而 引起 肠 道 炎症 发 生 ， 


导致 肠 道 损伤 同时 危害 机 体 健康 。 


此 外 ，DON 还 降低 了 上 肠 道 中 Algoriphagus、Methylophilus 和 Francisella 的 物种 丰 度 ， 由 于 


这 些 落 属 在 肠 道 中 的 占 比较 低 , 分离 培养 技术 不 成 熟 ， 其 功能 作用 研究 也 鲜 有 报道 ， 故 有 待 


步 探索 研究 。 


DON Ei Jc 5E d ES J Clostridium. Robinsoniella. AllobaculumUJ J& Akkermansia B] ft 


丰 度 ,许多 研究 表明 这 些 菌 属 的 变化 也 与 肠 道 感染 和 炎症 密切 相关 。Clostridium 是 厚 壁 菌 门 
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的 一 个 菌 属 , 包含 产 气 蔷 膜 梭 菌 、 肉 毒 梭 菌 等 多 种 致 病菌 ， 可 产生 外 毒素 ， 对 人 和 动物 都 有 


较 强 的 毒害 作用 。Piotrowska 等 鸣 给 猪 饲 喂 DON 污 染 的 饲 粮 发 现 结肠 内 容 物 中 产 气 荧 膜 梭 菌 


含量 增加 ， 提 示 DON 可 诱导 肠 道 中 致 病菌 含量 增加 。Robinsomiellae 被 认为 是 临床 肠 道 感染 


cr 


继 发 性 入 侵 者 ， 在 伤口 感染 部 位 或 菌 血 症 患 者 血液 均 可 分 离 得 到 鸣 。 在 白细胞 介 素 -10 


CIL-10) 基因 敲 除 的 肠炎 小 鼠 模 型 ， 肠 道 Robinsoniella peoriensis 的 物种 丰 度 也 显著 提高 351， 


而 本 研究 肠 道 微生物 中 Robinsoniella 的 物种 丰 度 增加 ， 表明 DON 有 诱发 肠 道 炎症 和 感染 的 可 


能 。Allobaculum 尽 管 在 肠 道 微生物 中 的 占 比较 低 ， 但 有 研究 指出 高 胆固醇 饲 粮 诱导 的 肠炎 


= 
m 


FE 小 鼠 肠 道中 Allobaculumde 的 物种 丰 度 增加 ， 并 且 Allobaculum 的 物种 丰 度 与 抗 炎 因子 的 表 


| 


nli KEHRLI, Zhou 7125 RE FS HY tH Jesi Hn XS s Hon D 3 PS HR, Allebaculum-t FÉ 
LO 
T 也 显著 提高 ， 与 本 研究 DON 诱 导 肠 道 Allobaculum 丰 度 增 加 结果 一 至。Akkermansia 是 近年 来 
T BESESATTBS— P ERES. EREM DRE. E83, E A EME ~ 
Tr 
N 
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超重 或 者 肥胖 者 肠 道中 Akkermansia 的 物种 丰 度 降低 ， 推 测 肠 道中 Akkermansia 有 减缓 脂肪 沉 


中， 减轻 体重 的 作用 BT 当 。 杨 俊 花 等 (5 研究 发 现 ， 小 鼠 灌 角 DON 后 ， 体 重 显 著 降 低 。 此 外 ， 


一 4kkemmansia 还 可 干扰 宿主 黏膜 平衡 而 加 剧 鼠 伤寒 沙门 氏 菌 诱发 的 肠 道 炎症 631。 推 听 DON 作 
FT 
s 用 使 小 鼠 体 重 减轻 及 肠 道 炎症 发 生 ， 可 能 与 肠 道 Akkermansia 的 物种 丰 度 增加 有 关 。 


目前 为 止 ， DON 致 肠 道 炎症 的 报道 较 多 ， 主 要 集中 在 DON 使 肠 绒 毛 高 度 降低 、 隐 人 祸 减 


少 、 肠 上 皮 细 胞 炎 性 因子 白细胞 介 素 -12(IL-12) 和 肿瘤 坏死 因子 -Q(TNF-Q) 表 达 增 加 等 B435]。 


但 这 些 研究 均 没 有 涉及 肠 道 微生物 菌 群 的 变化 ，DON 致 肠 道 阔 群 丰 度 变化 是 否 与 肠 道 炎症 


有 直接 的 关系 ， 还 有 待 我 们 进一步 验证 。 此 外 ， 鉴 于 Parabacteroides 和 Mucispirillum 的 物种 


丰 度 降低 和 Clostridium、Robinsoniella、Allobaculum、Akkermansia 的 物种 丰 度 提高 与 肠 道 感 


染 、 炎 症 的 相关 性 ， 故 可 以 将 这 些 菌 群 丰 度 的 变化 作为 DON 引 发 肠 道 炎症 、 和 危害 肠 道 健康 


的 菌 群 标志 物 。 


4 结论 : 


© DON 灌 骨 处 理 后 ， 小 鼠 肠 道 微 生物 菌 群 丰 度 减少 ，Alpha 多 样 性 和 Beta 多 样 性 降低 。 


E 


© 在 门 水 平 , 与 对 照 组 相 比 , DON 组 显著 降低 了 Bacteroidetes 和 Deferribacteres 的 物种 丰 度 ， 


显著 提高 Proteobacteria 的 物种 丰 度 。 在 属 水 平 ， 与 对 照 组 相 比 ，DON 组 显著 降低 


丰 度 ， 显 著 提 高 了 Clostridium、 


Parabacteroides 、Rikenella 、Mucispirillum W] 4 $ 


Robinsoniella. Allobaculum. Akkermansiah) Tft EJZ - 


@@， 肠 道中 这 些 菌 属 丰 度 的 变化 与 肠 道 炎症 密切 相关 ， 提 示 这 些 苗 属 可 能 是 DON 引 发 肠 道 
炎症 的 戎 群 标志 物 。 
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Effects of Deoxynivalenol on Intestinal Microbiota of Mice Analyzed by Illumina-MiSeq 
High-Throughput Sequencing Technology 
YANG Junhua ZHAO Zhihui” GUO Wenbo GUO Jinli 
(Institute of Agri-Food Standards and Testing Technology, Shanghai Academy of Agricultural 
Sciences, Shanghai 201403, China) 
Abstract: This study was conducted to investigate the effects of deoxynivalenol (DON) on 
bacterial diversity and species abundance of intestinal microbiota. A total of 40 BALB/c mice 
weighted about 20 g were randomly allotted to control group (intragastric gavage sterilized saline) 
and DON group (intragastric gavage 1.8 mg/kg BW DON) with 20 replicates per group and 1 
mouse per replicate. The mice were fed by intragastric administration for 28 days. After the test, 
fresh fecal samples were collected and 3 samples in each group were randomly selected for 
investigating the microbial community and composition by using Illumina-MiSeq high-throughput 


sequencing technology. The results showed as follows: 1) the quantities of sequences observed in 


DON group was less than that in control group (P 小 于 号 0.05) . 2) The Alpha and Beta diversity 


were respectively reduced in DON group, and the Shannon index was also significantly decreased 


compared with the control group (P 小 于 号 0.05). 3) At the phylum level, compared with the 
control group, the abundances of Bacteroidetes and Deferribacteres in DON group were 
significantly decreased (P/F 50.05), while the abundance of Proteobacteria was significantly 
increased (P/F 40.05). At the genus level, compared with the control group, the abundances of 
Parabacteroides, Rikenella, Algoriphagus, Mucispirillum, Methylophilus and Francisella in DON 
group were significantly decreased (P/b T 0.05), but the abundances of Clostridium, 
Robinsoniella, Allobaculum and Akkermansia in DON group were significantly increased (P 小 于 
号 0.05). 4) The cluster analysis showed low similarity of intestinal microflora between the control 
and DON group. In conclusion, the bacterial diversity and species abundance of intestinal 
microbiota can be influenced by DON, and it is suggested that the intestinal lesions caused by 
consumption of DON may be related with the change of intestinal bacteria communities. 


Key word: high-throughput sequencing; deoxynivalenol; intestinal microbiota 
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